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論文内容要旨
 エダラボンはfreeradicalscavengerであり脳梗塞を適応とし臨床応用されている。肝切除
 ではPringle法がしばしば行われ,虚血再漂流障害は避けられず,術後の肝再生遅延・肝不全を
 惹起しうる。エダラボンがfreeradica1消去により肝虚血再灌流障害を軽減できれば,臨床.上非
 常に有用である。私は当教室で研究されている,脂質過酸化障害の鋭敏な指標である
 phosphatidylcholinehydroperoxide(以下PCOOH)を重要なパラメーターの一つとし,エダ
 ラボンの肝虚血再灌流における効果を検討した。
 エダラボンは細胞膜を通過し,員ydroxylradica1を特異的に消去するため,細胞培養系にもち
 いて低酸素・再酸素化モデルで細胞内のhydroxylradica1産生の関与を検討できる。私は,肝
 細胞の初代培養を行い,Kamiyaらが開発したAnaeropack(酸素吸収剤)を用いてinvitro
 hypoxia-reoxygenationmode1を作製した。低酸素化時間は3時間群と,よりsevereな条件と
 して4時間群を設定した。培養液中AST,肝細胞中PCOOH,ATPの経時的な変化(低酸素前,
 低酸素直後(0時間後),再酸素化2,4,6,12,24時間後)をエダラボン投与群(10μM)と
 非投与群とで検討したところ,ASTは3時間低酸素化群で6時間後から,4時間低酸素化群で
 12時間後からエダラボンによる有意な上昇抑制を認めた。肝細胞中ATPは3時間低酸素化群で
 2～24時間後,4時間低酸素化群で12,24時間後にエダラボンの有意な効果があった。
 PCOOHは両群ともに4時間後から上昇抑制を認めた。投与濃度を変えて(0～50μM)4時間
 後の肝細胞中PCOOH量で濃度依存性の検討を行ったところ,濃度依存性に上昇が抑制され,
 iOμMから有意な抑制を認めた。さらにflowcytometryでsubG1を測定,エダラボン投与群
 でsubG1の割合が低く(40.4%vs.25.1%),実際に細胞死を抑制していることが示された。し
 かしTUNELassayでは両群に差はなく,このモデルでのエダラボンの効果はapoptosisの抑
 制ではなく,necrosisの抑制であると推測された。蛋白合成能は24時間再酸素化した肝細胞に
 3H-Leucineを用いて4時間ラベリングし,細胞中への取り込みを測定したところ,エダラボン
 群で有意に合成能良好であった。このモデルでは非実質細胞は存在しないことから,エダラボン
 は肝細胞内のROSを消去し,脂質過酸化障害を軽減することが確認された。
 Invivoでは雄性S-Drat肝部分虚血再灌流モデル(70%部分肝阻血45分,2時間再潅流)
 を作成し,エダラボンを再灌流直前と1時間後に投与(3mg/kg,10mg/kg),再潅流2時間後
 に血液と肝組織を採取し,血中AST・MDA,肝組織中PCOOH・energychargeを測定,非投
 与群と比較した。血中ASTおよび肝組織中PCOOHは3mg/kgから有意に抑制され,血中
 MDAおよび肝組織energychargeは10mg/kgで有意な効果を認めた。さらに肝組織の
 4-hydroxy-2-nonenal(4-HNE)による免疫染色ではエダラボン群で発色の減弱を認めた。In
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 vivoでの肝虚血再灌流障害には様々な要因(非実質細胞からのRos等)が絡んでくるため,詳
 細な機序についてはさらなる検討が必要であるが,エダラボンは肝臓の脂質過酸化やエネルギー
 産生低下を抑制しており,有用性が確認された。
 これらの結果をふまえ,臨床応用への可能性を考え,ブタ虚血再灌流モデルを作成し実験を行っ
 た。生後3ヶ月のYorkshirepigを用い,全肝虚血30分,再灌流120分行った。エダラボン群
 では虚血中30分間にエダラボン30mg/bodyを点滴静注し,コントロール群では生食を投与し
 た。経時的(虚血前,再灌流30,60,90,120分後)に血液を採取,120分後に肝組織を採取し
 各パラメーターを測定した。血中AST・ALTは両群ともほとんど上昇せず差は認めなかったが,
 血中MDAは30,60,90分後でコントロール群が有意に上昇していた。肝組織中PCOOHは有
 意差はないもののエダラボン群が低値であった・4HNE免疫染色ではエダラボン群で発色が減
 弱していた。MDA,PCOOH,4-HNEはASTおよびALTよりも鋭敏な酸化ストレスの指標
 であり,逸脱酵素がほとんど上昇しないような軽度の虚血再灌流でも障害を指摘でき,エダラボ
 ンの効果が確認された。このような条件は実際の肝臓外科での臨床を模倣しており,これら一一連
 の実験により,エダラボンが肝虚血再灌流障害を軽減しうること,実際の臨床応用の可能性が示
 された。
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 審査結果の要旨
 エダラボンはfreeradicalscavengerであり脳梗塞を適応とし臨床応用されている。エダラ
 ボンが肝虚血再灌流障害を軽減できれば,臨床上非常に有用である。当教室で研究されている脂
 質過酸化障害の鋭敏な指標であるphosphatidylcholinehydroperoxide(以下PCOOH)を重要
 なパラメーターの一つとし,エダラボンの肝虚血再灌流における効果を検討した。
 肝細胞の初代培養を行い,酸素吸収剤を用いてinvitroHypoxia-reoxygenationmode1を作
 製した。低酸素化時間は3時間群と4時間群を設定し各パラメーターの経時的な変化をエダラボ
 ン投与群と非投与群とで検討したところ,血中AST・肝細胞中ATP・PCOOHは両群ともにエ
 ダラボンの有意な効果を認めた。4時間後の肝細胞中PCOOH量は濃度依存性に上昇が抑制さ
 れた。さらにflowcytometryでsubGlを測定,投与群でsubGlの割合が低く実際に細胞死
 を抑制していることが示された。蛋白合成能でもエダラボン群で有意に合成能良好であった。こ
 のモデルでは非実質細胞は存在しないことから,エダラボンは肝細胞内のROSを消去し脂質過
 酸化障害を軽減することが確認された。工nviVOではラット肝部分虚血再灌流モデルを作成し各
 パラメーターを投与群・非投与群で比較した。血中ASTおよび肝組織中PCOORは3mg/kg
 から有意に抑制され,血中MDAおよび肝組織energychargeはiOmg/kgで有意な効果を認
 めた。さらに肝組織の4-hydroxy-2-nonena1(4-HNE)免疫染色は投与群で発色の減弱を認め
 た。Invivoでの肝虚血再灌流障害には様々な要因が絡んでくるため,詳細な機序はさらなる検
 討が必要であるが,エダラボンは肝脂質過酸化やエネルギー産生低下を抑制しており,有用性が
 確認された。
 これらの結果から臨床応用への可能性を考え,ブタ虚血再灌流モデルを作成し,経時的に各パ
 ラメーターを測定し比較した。血中AST・ALTは両群とも上昇せず差は認めなかったが,.血中
 MDAは非投与群が有意に上昇していた。肝組織中PCOOHは投与群が低値であり,4-HNE免
 疫染色では投与群で発色が減弱していた。MDA,PCOOH,4-HNEは鋭敏な酸化ストレスの指
 標であり,逸脱酵素がほとんど上昇しないような軽度の虚.血再灌流でも障害を指摘でき,エダラ
 ボンの効果が確認された。このような条件は実際の肝臓外科での臨床を模倣しており,これら一
 連の実験により,エダラボンが肝虚血再灌流障害を軽減しうること,実際の臨床応用の可能性が
 示された。
 本研究はエダラボンが肝細胞内の活性酸素を消去できるという新知見を明らかにし,肝虚血再
 灌流障害に有用であることを明らかにした点で非常に意義深い。よって,本論文は博士(医学)
 の学位論文として合格と認める。
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